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Onderwerp: Bepaling van furazolidon in eieren. 
Bijlagen: 4 
Doel: 
Het bepalen van f urazolidon in eieren op residu niveau met behulp van 
hogedrukvloeistofchromatografie. 
Samenvatting: 
Er is een bepalingsmethode onttolikkeld voor de bepaling van furazolidon 
in eieren met behulp van hogedrukvloeistofchromatografie. Met behulp 
van "diode-array" detectie is ook getracht confirmatie van het gezoch-
te residu uit te voeren. 
Conclusie: 
De ontwikkelde methode bleek goed te voldoen op een niveau tussen 10 
ppb en 1 ppm. De onderste grens van aantoonbaarheid bedroeg 5 ppb. Het 
terugvindingspercentage over het gehele niveau meer dan 85%. 
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Furazolidon is een therapeuticum dat in Ne derland toegestaan is in 
standaard gemedicineerde mengvoeders voor varkens en pluimvee . Op 
voorschrift van een dierenarts mag furazolidon ook gebruikt worden 
v oor andere landbouwhuisdieren. 
Het wordt gebruikt voor onder andere bacteri~le infecti~s en coccidi~n 
infecties. 
Op grond van het feit dat furazolidon kanker blijkt te induceren bij 
proefdieren en dat het onveranderd of als metaboliet kan \>lorden uitge-
scheiden is het noodzakeli jk analysemethodieken te ontwikkelen voor de 
bepaling van residuen ervan i n de voedselketen. 
Toepassing in de pluimveehouderij kan mogelijk aanleiding geven tot 
residuen in eieren. Tot op heden is er nog weinig bekend over de ana-
lyse van furazolidon in eieren . De meeste toegepaste techniek voor de 
bepaling van furazolidon i n voeders is de hogedrukvloeistofchromato-
grafie . Met deze techniek is nu getracht een methode te ontwikkelen 
voor de analyse van f urazolidon in eieren op residu niveau. 
2 . Structuur en eigenschappen 
Furazol idon 0 
11 
02N 
-o\r l)-1 _ 
"/ CH = N -N~O 0 \__/ 
5-nitro-2-furfurylidene-3-amino-2-oxazolidone. 
Molecuulformule: CaH7N305 . 
Nolecuulmassa 
Gele kristallen met een smeltpunt van 275°C (ontleding ) oplosbaar in 
water (pH 6), acetonitril , methanol , butylacetaat en et hylacetaat . De 
stof is instabiel bij blootstelling aan daglicht en in alkalisch 
milie u. 
3 . Beschikbare analysemethoden 
Voor de bepaling van f urazolidon in eieren zijn in de literatuur tot 
nu toe \oleinig methoden beschreven. 
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De meest toegepaste techniek bij de analyse in voeders op ppm niveau 
is de hogedrukvloeistofchromatografie . Me t deze methodiek zijn ook 
enkele residubepalingen in vlees beschreven (lit . 1-4) . Aan de hand 
van deze gegevens is getracht een hogedrukvloeistofchromatografische 
methode te ontwikkelen voor de analyse van furazolidon in eieren. 
4 . Ontwikkeling van een methode ter bepaling van furazolidon in eieren 
4.1 HPLC 
De meest toegepaste techniek is de "reversed phase" HPLC op kolommen 
met C18 materiaal . De scheiding van furazolidon bleek goed te kunnen 
geschieden op een cpTM Spher C18 (250 rum lengte x 4,6 rum I . D.) 10 ~ 
met een eluens: acetaatbuffer pH 5,0 - acetonitril 70-30 bij een 
!socratische elutie van 1, 0 ml/ruin. 
Dit was ook mogeli jk op een Hypersil ODS (250 mm leng te x 4, 6 mm I .D.) 
5 ~ kolom. 
De maximale absorptie van furazolidon in het eluens bleek bij 363 nm 
te liggen Hat bepaald ~o1erd met een "diode array" de t ec tor . 
Bij analyse kan men dus kiezen uit een detectiegolflengte van 363 nm 
bij een va riabele golflengtedetector of 365 nm bij een vaste 
golflengtedetector . 
Voor de bepaling van de lineariteit tussen concentratie en detector-
signaal werden oplossingen van furazolidon in eluens geïnjecteerd met 
concentraties van 0 , 5 ~g/ml tot 10 ~g/ml. De regressiecoëfficiënt 
bedroeg 0,99776 wat be tekent dat een redelijke lineariteit gewaarborgd 
is . 
4.2 Extraktie uit eieren 
Voor de extraktie van furazolidon uit eieren ~o1ordt ethylacetaa t toege-
past . Dit extraktiemiddel ~1erd ook toegepast bij extraktie uit lever 
en nie ren (lit . 5) . Door toevoeging van natriumsulfaat (~o~atervrij) 
bleek het mogelijk emulsies etc . te voorkomen . 
4.3 Zuivering 
Voor de zuivering van het extrakt Herd gekozen voor vloeistof-vloei-
stofextrakties . Deze Herden ook met succes toegepast bij de analyse 
van c hlooramphenicol in ei eren (vers lag 83 . 76) . 
De zuiveringsprocedure s taat onderstaand schematisch afgebeeld: 
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Monstervoorbereiding 
- ca. 50 g ei-inhoud extraheren met ethylacetaat , natriumsulfaat, fase 
indampen 
- opnemen in acetonitril, zuiveren met isooctaan 
- acetonitril indampen tot droog, opnemen in azijnzure oplossing 
- waterige azijnzure oplossing drie maal zuiveren met hexaan 
- waterige fase drie maal extraheren met dichloormethaan 
- verzamelde dichloormethaanfasen indampen tot droog en residu opnemen 
in HPLC eluens 
- eluensfase zuiveren met isooctaan 
- eluensfase injecteren HPLC . 
5. Bespreking 
Met de opgestelde methode werden recovery proeven uitgevoerd op blanco 
eieren door toevoeging van furazolidon op 10 ppb en 1 ppm niveau. De 
resultaten staan vermeld in onderstaande tabel . 
Toevoeginganiveau (ppb) Recovery ( %) 
Blanco ei + 10 88 
Blanco ei + 20 96 
Blanco ei + 40 96 
Blanco ei + 50 105 
Blanco ei + 110 90 
Blanco ei + 175 96 
Blanco ei + 290 85 
Blanco ei + 460 104 
Blanco ei + 580 101 
Blanco ei + 1150 85 
De gemiddelde recovery bedraagt 95% met een minimum van 85 % en een 
standaarddeviatie van 7,4 . 
Met een monsteroplossing werden ook analyses uitgevoerd bij vijf ver-
schillende absorptiegolflengtes van de detektor bij HPLC . 
Van de toegepaste 230, 254, 260, 320 en 365 nm bleek bij 365 nm de 
grootste gevoeligheid te zijn en de minste storing tengevolge van de 
matrix (bijlage). 
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Bij blootstelling van een oplossing furazolidon in HPLC eluens aan 
daglicht gedurende 1 dag leverde een daling van ca. 50% op zodat 
werken bij uitsluiting van daglicht beslist noodzakelijk is. 
Met diode array detectie is het mogelijk absorptiespectra op te nemen 
van de bekende f urazolidonpiek en van de te ven<Tachten piek zodat 
onbekende monsters vergeleken kunnen worden met standaarden. 
Deze confirmatiemethode kan een eventuele identificatie van furazoli-
don opleveren . 
6. Conclusie 
De ontwikkelde methode bleek goed te voldoen op een niveau tussen 10 
ppb en 1 ppm. De onderste grens van aantoonbaarheid bedroeg 5 ppb. 
Het terugvindingspercentage over het gehele niveau bedroeg meer dan 
85%. 
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Bijlagen 
1. Chromatogram +absorptiespectrum. 
2. Chromatogrammen van een monsteroplossing bij diverse absorptie-
golflengtes met dezelfde referentiegolflengte. 
3 . Absorptiespectrum. 
4 . Intern Analysevoorschrift. 
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